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(57) Abstract 



Novel compounds having a guanidine structure of formula (I), in which Rj is an isopropyl radical, benzyl optionally sub- 
stituted by one or more alkoxy (C r C 4 ) radicals or a radical (a); R 2 , R3 and R4 are the hydrogen atom or together can form 
an imidazole, pyrimidine, dihydropyrimidine, pyrimidinium ring. The compounds are especially for use in regenerating 
neuron axons in diseases such as neuropathies and myopathies. 

(57)Abreg£ 

La presente invention a pour objet de nouveaux composes a structure guanidique de formule (I), dans laquelle Rj est un 
radical isopropyle, benzyle 6ventuellement substitue par un ou plusieurs radicaux (C r C 4 ) aicoxy ou un radical (a); R 2 , R3 et 
R4 sont l'atome d'hydrogene ou ensemble peuvent former un cycle imidazole, pyrimidine, dihydropyrimidine, pyrimidi- 
nium. Ces composes sont notamment utiles pour regenerer l'axone des neurones dans certaines maladies comme les neuro- 
pathies et myopathies. 
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NOUVEAUX COMPOSES A STRUCTURE GUANIDIQUE ET COMPOSITION 
PHARMACEUTIQUE LES CONTENANT 

La presente invention concerne de nouveaux composes a structure 
guanidinique favorisant la croissance, la reparation et la regeneration de 
l'axone des neurones et susceptibies d'ameliorer l'etat des malades atteints 
de neuropathies et myopathies. Plus generalement, ces composes peuvent 
5 etre utiles dans le domaine des maladies degeneratrices du systeme 
nerveux. 

Eile a egalement pour objet les precedes de preparation 
permettant d'acceder auxdits composes et les compositions pharmaceutiques 
contenant ces composes. 
10 A la connaissance du deposant, il n'existe pas de composes 

disponibles en therapeutique humaine agissant sur la regeneration du nerf 
peripherique et pouvant avoir un effet benefique sur les affections 
neuromusculaires. 

II a certes deja ete decrit dans "La Nouvelle Presse Medicale", 
15 Masson, 1982, 16 (11), 1193-1280 un compose, l'isaxonine ou 2-isopropyla- 
mine-pyrimidine, presentant des proprietes pharmacologiques tres interes-. 
santes : neanmoins, commercialise sous le nom de Nerfactor, il a du etre 
retire du marche pour cause d'hepatotoxicite. 

Par ailleurs, dans la revue "Therapie" (1968, XXIII, pp. 
20 1221-1232) la veratrylguanidine et Themisulfate de ce compose ont ete 
decrits comme antihypertenseurs- 

Toutefois, les proprietes de ces composes en neurotherapie n'ont, 
a la connaissance du deposant, jamais ete decrites. 

L'invention a done pour objet de proposer de nouveaux composes 
25 (mis a part la veratrylguanidine et son sei hemisulfate), utiles dans le 
domaine de la regeneration des neurones, destines par consequent a avoir 
des effets benefiques dans les maladies y relatives telles que la myopathie. 
Selon Tinvention, les composes repondent a la formule : 



30 
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dans laquelle : 

R est un radical isopropyle, benzyle eventuellement substitue par un ou 
plusieurs radicaux (Cj-C^) alcoxy ou un radical : 



COOH 0 



R R et R, ensemble avec les atomes d'azote auxquels ils sont attaches 
efl'atome de carbone auquel lesdits atomes d'azote sont rattaches forment 
un cycle pyrimidine de formule II ou pyrimidinium de formule Ha : 



R 4 



dans laquelle t 
20 n = 0, 1, 2, 

R fr est un radical (C^) alkyle, (C 7 -C 9 ) aralkyle, phenyle ou un atome 
d'hydrogene, 

R g est un radical (C^) alkyle, (C 7 -C ? ) aralkyle et en general COOR g 
peut etre un groupe protecteur des amines, 
25 R 5 est un radical hydroxy, (C^-C^) alcoxy, amino 
X" est un cation pharmacologiquement acceptable, 



ou R-, R„ sont I'atome d'hydrogene, 
ou R R,, R, ensemble forment avec les atomes d'azote auxquels ils sont 
rattaches et I'atome de carbone auxquels lesdits atomes d'azote sont 
rattaches un cycle imidazole de formule 
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.XJ 




III 
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15 



20 



ou 1,6-dihydropyrimidine de formule : 

6 




IV 



R 6 ayant Tune des significations de R^, 

ou R 2 , R 3 ensemble forment avec les atomes d'azote auxquels iis sont 
rattaches et Tatome de carbone auxquels lesdits atomes d'azote sont 
rattaches un cycle de formule : 



HO 





25. 



R 7 etant un radical (Cj-C^) alkoxy ou 1 -glyceryl avec dans ce dernier cas 
Rj qui peut correspondre a Tatome d'hydrogene, 
et les sels pharmacologiquement acceptables de ces composes 
30 a l'exception de la veratrylguanidine et de Themisulfate de celle-ci. 

L'invention concerne egalement les sels pharmacologiquement 
acceptables de ces composes, notamment les lactate, fumarate, chlorhydrate, 
maleate, malate, cetoglutarate, glutarate, phenoxyacetate, sulfonate, 
picrate, tartrate, methanesuifonate. 
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Selon une variante preferee de ^invention, R { est un radical 
isopropyle ou di- ou tri- methoxybenzyle ou le radical : 



COOH 0 



Selon une seconde variante preferee de 1'invention, prise ou non 

i .^^MontA R est un radical methyle, ethyle, 
en combinaison avec la precedente, est un rdui 

n-propyle ou benzyle. 

• Selon une troisieme variante preferee, invention concerne les 
lactate, fumarate, chlorhydrate, maleate, malate, cetogiutarate, glutarate, 
phenoxyacetate, sulfonate, picrate, tartrate, methane sulfonate de 

veratrylguanidine. 

L'invention concerne egalement les medicaments consistant en un 

15 des composes selon 1'invention, tels qu'ils viennent d'etre decrits ci-avant et 
les compositions pharmaceutiques contenant au moins un de ces medicaments 
et un support acceptable. Ces medicaments et compositions sont utiles pour 
le traitement medical pour 1-homme ou les animaux de certains troubles 
lies au fonctionnement du systeme nerveux. 

20 Ces medicaments et compositions peuvent ainsi etre avantageu- 

sement destines a participer a une therapie efficace contre les malad.es 
degenerates du systeme nerveux peripherique et contre les affections 
neuromuscular telles que la myopathic 

Les compositions pharmaceutiques sont notamment formulees 

25 pour etre ingerees oralement ou pour etre injectees. Neanmoins, d'autres 
modes d'administration peuvent egalement etre envisages dans le cadre de 

la presente invention. 

La posologie dependra pour partie de la maladie a traiter amsi 
que de sa gravite et egalement du type de 1'individu (poids, age). 

Pour les composes deja connus comme le veratrylguanidine ou 
l-hemisulfate de celui-ci, Invention a pour objet 1'utilisation de ces 
composes pour la fabrication d'un medicament utile pour traiter les 
maladies neuromusculaires. 
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L'invention concerne egalement des procedes de preparation des 
composes selon l'invention. 

Un procede de preparation des composes de formuie (I) dans 
laquelle R 2 , R 3 et R^ ensemble avec les atomes d'azote auxquels ils sont 
5 attaches et l'atome de carbone auquels lesdits atomes d ! azote sont 
rattaches forment un cycle pyrimidine de formuie II, consiste a mettre en 
contact un sel acide de guanidine (par exemple l'hydrogenosulfate) de 
formuie : 



10 




H 



15 avec un (C.-CJ alkoxymalonaldehyde de formuie : 



20 




VI 



en presence d'un accepteur d'acide (comme une amine tertiaire telles que 
la pyrrolidine) et eventuellement d'un solvant polaire protique tel que le 
25 methanol. 

Les composes obtenus sous forme non salifiee sont ensuite 
transformes en acide par hydrolyse de maniere connue, et eventuellement 
transformes en carboxamide de maniere connue egalement (par exemple 
par reaction avec raminochloromethylaluminium. 
30 Par ailleurs, Talkylation de ces pyrimidines de formuie II sous 

quelque forme que ce soit (acide, ester, amide) peut etre effectuee par 
action d'un sulfate de dialkyle en solvant polaire aprotique pour conduire 
au sulfate acide purifie sous forme d'hydroxyde de 1-alkyl pyrimidinium 
correspondant qui peut §tre ensuite transforme en un autre sel (par 
exemple le sel de Pacide methane sulfonique). 
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L'hydroxyde forme peut egalement etre transform* en 1,6-dihy- 
dro 1-alkyl pyridimine de formule IV par reaction avec un agent reducteur, 
notamment avec le tetraborohydrure de sodium en presence eventuellement 
d'un solvant polaire protique (notamment l'ethanol). 
5 Un procede de preparation des composes de formule (I) dans 

laquelle R„ R, et R, ensemble forment avec les atomes d'azote auxquels 
ils sont ranches et I'atome de carbone auxquels lesdits atomes d'azote 
sont rattaches un cycle imidazole de formule III consiste a decarboxyler 
partiellement les *,5-dicarboxy imidazole par chauffage eventuellement en 
10 presence d'un solvant polaire comme le N; N-dimethylacetamide. 

Les 4,5-dicarboxy imidazole sont obtenus par saponification des 
4,5-dicyano correspondants de maniere connue. Ces derniers sont soit des 
produits commerciaux soit obtenus de maniere connue. 

Un procede de preparation par exemple consiste a alkyler en 
15 position 1- les 2-bromo 4,5-dicyanoimidazoIe par reaction avec un dialkyl 
sulfonate. Ce dernier compose est substitue en position 2- par une amine 
H 2 N- Rl puis trait* par une base forte (par exemple NaOH) et acidifie (par 

exemple HCI concentre). 

Les composes 2-bromo 4,5-dicyanoimidazole de depart sont 
20 obtenus de maniere connue par bromation des *,5-dicyanoimidazoles. 

Un autre procede de preparation d'imidazoles selon 1'invention 
dans lesquels R, est I'atome d'hydrogene (done avec presence d'un. 
tautomeric consiste a effectuer la suite de reactions selon le schema 



suivant 
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Un procede de preparation des guanidines de formule (I) ou de 
leurs sels pharmacologiquement acceptables consiste a partir de la 
S-alkylthiouree correspondante que 1'on fait reagir avec une alkylamine 

R.NH, de maniere connue. 

Un procede de fabrication des composes de formule (I) dans 
laqueile R,, R, ensemble forment avec les atomes d'azote auxquels ils sont 
rattaches et l'atome de carbone auxquels lesdits atomes d'azote sont 
rattaches un cycle de formule V, ou R ? est un radical (C^-C^) alkoxy, 
consiste a faire reagir la guanidine de formule I correspondante avec un 
dialkylcetomalonate eventuellement en milieu protique polaire selon le 

schema reactionnel ci-avant. 

Dans le cas od R ? est le radical 1-glyceryl, un procede de 
preparation consiste a condenser une guanidine de formule (I) sur la forme 
oxydee de l'acide ascorbique, 1'amine pouvant etre eventuellement 
dealkylee selon le schema reactionnel suivant : 



20 



r— OH 
-OH 



HO 



OH 




r-OH 



25 



30 



Les exemples ci-apres illustrent l'invention : 
Exemple 1 : 

l-methvl-2-isop mp Ylamino-5-m ^hoxvcarbonvi-l t 6 dihydropyrimidine 

A 10,5 g (32 mmol) d'hydroxyde l-methyl-2-isopropylamino-5- 
methoxycarbonyl-pyrimidinium dans 180 ml d'ethanol anhydre, on 
additionne par portion sous argon a -*0«C du borohydrure de sodium (2,8 g ; 
73 mmol). Le melange est agite sous argon pendant une heure a 
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temperature ambiante. Apres evaporation de I'ethanol, le milieu reactionnel 
est extrait avec du dichloromethane et de 1'eau. Les phases organiques sonx 
lavees avec une solution saturee en chlorure de sodium puis sechees sur 
sulfate de sodium. La purification sur gel de silice (200 mb ; eluant : MeOH 
5 10 % / CH 2 C1 2 ) de 1'huile obtenue par evaporation des phases organiques 
conduit a 7 g (Rdt : 100 %) d'ester dihydro correspondant. 

Point de fusion : 83°C. 

L'hydroxyde de l-methyl-2-isopropylamino-6-methoxycarbonyle 

pyrimidinium est obtenue de la fa?on suivante : 

10 Un melange de 27,45 g (0,140 mol) de 2-isopropylamino-5-metho- 

xycarbonyle pyrimidine et de 56 ml (2 eq ; 0,59 mol) de sulfate 
dimethylique dans 440 ml de tetrahydrofurane anhydre est porte au reflux 
pendant 24 heures. Le milieu reactionnel est extrait avec de I'acetate 
d'ethyle et de l'eau. La purification sur gel de silice 

15 (eluant : CH 2 C1 2 95 / MeOH 5 % / saturation avec NH^ gaz) de 1'huile 
resultant de ^evaporation des phases aqueuses conduit a 37,2 g d'hydroxyde 
l-methyl-2-isopropylamino-5-methoxycarbonyle pyrimidinium (rdt : 82 %). 

Exemple 2 

20 2-isopropylamino-5-methoxycarbonyl-pyrimidine 

Un melange de 11,62 g (77,5 mmol) d'hydrogenosulfate de 
l'isopropylguanidine, de 32 ml (5eq ; 0,37 mol) de pyrrolidine fraichement 
distillee dans 230 mi de methanol anhydre est porte au reflux pendant 
vingt minutes. Une solution methanolique (60 ml) de methoxymalonaldehyde 

25 (1 eq ; 77,5 mmol ; 10 g) est additionnee a la solution precedente a 0°C 
ainsi que 140 g de tamis molecuiaire (4 A°). Le milieu reactionnel est ague 
sous argon au reflux durant 24 heures. Les tamis moleculaires sont elimines 
par filtration puis rinces avec du methanol. L'evaporation du filtrat conduit 
a un residu qui est repris avec de I'acetate d'ethyle puis acidifie avec une 

30 solution decide chlorhydrique IN. Les phases organiques sont lavees avec 
une solution saturee en chiorure de sodium, sechees sur sulfate de sodium, 
evaporees et purifiees sur gel de silice sous 200 mb (eluant : acetate 
d'ethyle 50/heptane 50). 
Poids : 11,27 g (rdt : 75 %). 
Point de fusion 102°C. 



WO 93/10102 



10 



PCT/FR92/01080 



10 



, +• „ H'hvdroxvde de l-methyl-2-isopropylamino-5- 
additionne a une solut^n dissous dans 100 m l de 

tetrahydrofurane anhydre. * ^ fQrme est filtre puis rin ce 

ambiante durant une heure. Le precipite qui se 



avec de Tether. 
Poids : 3,74 g (rdt : 80 %). 
Point de fusion : 209°C 



Exemple * 

heu.es jusou-a du ^"eactifl, une so.ution 

A 92 ml de la solution precedente (6 eq oe reac 

, - « •> methoxvcarbonyl-pyrimidine (0,102 mol ; 2 g) dans 

L es phases or S ani<,u.s sent ^ * e p J rendement de 
25 evaporees. famide sous forme de poudre est oote 

80 « apres purification sur ge. de siiice (eiuan = CH 2 C1 2 SO % / 
20 % / 0,7 % de NH 3 en solution aqueuse a 33 %). 



Exemple 5 



- ««^« e 1N sont routes a une so.ut.on de 
, - s ^thoxvcarbonyl-pyrimidine (1 g ; 5,12 mmol) dans 33 
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heures. Un minimum d'eau est additionne afin de dissoudre le precipite qui 
se forme ; le methanol est evapore sous pression reduite. La solution 
restante est acidifiee a 0°C avec de I'acide chlorhydrique 2N. Le precipite 
obtenu est filtre, lave a l'eau, puis seche pour conduire a 850 mg (92 %) 
5 d'acide. 

Exemple 6 

l-methyl-2-isopropylamino-5-carbamoyl-l,6-dihydropyrimidine 

49,7 ml (99,5 mmol) d'une solution 2N de trimethylaluminium 

10 dans le toluene sont lentement introduits dans une suspension de chlorure 
d'ammonium (99,5 mmol ; 5,32 g) dans 105 ml de toluene anhydre a 0°C. 
L'addition terminee, le melange est agite sous argon durant une a deux 
heures jusqu'a epuisement du degagement de methane. 

Une solution de l-methyl-2-isopropylamino-5-methoxycarbonyle- 

15 1,6-dihydropyrimidine (3,4 g ; 0,16 mol) dans 175 ml de toluene anhydre est 
additionnee avec un jonc a 144 ml de la solution 0,67 M d'aminochloro- 
methyl-aluminium (6 eq de reactif). Apres 60 heures d'agitation a 
temperature ambiante sous argon, le melange est lentement neutralise a 
0°C avec de I'acide chlorhydrique IN (350 ml), puis extrait avec de 

20 l'acetate d'ethyle. Les phases aqueuses sont evaporees, reprises avec de 
l'ethanol sature en ammoniac et de la silice (qui retient les sels 
d'aluminium) ; ce melange est filtre puis evapore. Apres plusieurs 
flash-chromatographies sur gel de silice (200 mb ; MeOH 5- 30 % / 
CH 2 C1 2 /NH 3 saturation) du filtrat, 2,28 g d'amide sont obtenus avec un 

25 rendement de 72 %. 

Point de fusion : 179-180°C. 

Exemple 7 

0( -N-Boc- 5-N-((2-pyrimidinvl-5-methoxvcarbonyl)-L-ornithine 
30 Le melange de 4 g (14,5 mmol) de L-arginine alpha-N-Boc 

(commercial) de 2,84 g (1,5 eq ; 21,8 mol) de methoxymalonaldehyde. de 
3,65 ml de pyrrolidine fraichement distillee, de 10 g de tamis moleculaire 
4 A° activite, dans 30 ml de methanol anhydre est porte a 50°C pendant 24 
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heures sous argon. Apres elimination, des tamis moleculaires par filtration 
et evaporation de methanol, le milieu reactionnel est extrait avec de I'eau 
et du dichloromethane. Les phases aqueuses sont evaporees puis purifiees 
sur gel de silice (200 mbar ; eluant : CH 2 C1 2 80 % / MeOH 20 % / NH3 en 
5 solution aqueuse a 33 % 0,7 ml pour 100 ml). On obtient 4,21 g (rdt : 80 %). 

Exemple 8 

r-M-r7-p vrimidinvl-5-m ethoxvcarbonyl)-L-ornithine 

0,77 ml (4 eq ; 5,43 mmol) de iodotrimethylsilane est ajoute a 
10 500 mg (1,35 mmol) de pyrimidine de 1'exemple 7 dissoute dans 20 ml de 
chloroforme. Apres une heure d'agitation a temperature ambiante sous 
atmosphere anhydre, de I'eau est additionnee ainsi que du dichloromethane. 
L'evaporation des phases aqueuses conduit a un residu qui est punfie sur 
gel de silice. 

15 

Exemple 9 

?-veratrvlamino- 5-carboxy p yrimidine 

0,4 ml d'une solution de soude IN est ajoute a une solution 
methanolique (1 ml) de 2-veratrylamino-5-carboxymethyi-pyrimidine (100 
20 ml ; 3,3 mmol). Le melange est porte au reflux pendant deux heures. Le 
methanol est evapore sous pression reduite. La solution restante est 
acidifiee avec de l'acide chlorhydrique 2N ; le precipite qui se forme est 
filtre, lave avec de I'eau puis seche (rdt : 90 %). 

25 Exemple 10 

7-vpratr ylamino-5-methoxvcarbon vl-Pvrimidine 

Un melange de 21,92 g (0,1 mmol) de veratrylguanidine obtenu 
selon "Therapie" (op.cit.), de 41,7 ml (0,5 mol) de pyrrolidine fraichement 
distiilee, de 15 g de methoxymalonaldehyde, de 180 g de tamis 
30 moleculaire (4 A°) dans 300 ml de methanol anhydre est porte au reflux 
sous argon durant vingt quatre heures. Les tamis moleculaires sont ehrmnes 
par filtration, puis rinces avec du methanol et du chloroforme. L'eva- 



WO 93/10102 



13 



PCT/FR92/01080 



poration du filtrat conduit a un residu qui est repris avec de l'acetate 
d'ethyle puis acidifie avec une solution decide chlorhydrique IN. Les 
phases organiques sont lavees avec une solution saturee en chlorure de 
sodium, sechees sur sulfate de sodium, evaporees et purifiees sur gel de 
5 silice (eluant : acetate d'ethyle 50/heptane 50) (rdt : 40 %). 

Exemple 11 

l-methyl-2-veratrylamino-5-methoxycarbonyl-l t 6-dihydropyrimidine 

0,170 g (3 eq) de borohydrure de sodium est additionne a 0,400 g 

10 d f hydroxyde de l-methyI-2-veratrylamino-5-methoxycarbonyl-pyrimidinium 
dissous dans 50 ml d'ethanol. Le melange est agite sous argon a 
temperature ambiante durant trois heures. Apres evaporation de Pethanoi, 
le milieu est extrait avec du dichloromethane et de l'eau. Les phases 
organiques sont lavees avec une solution saturee en chlorure de sodium puis 

15 sechees sur sulfate de sodium. L'huile resultante de l'evaporation des 
phases organiques purifiee sur gel de silicie sous pression moyenne (eluant : 
MeOH 15 % / CH 2 C1 2 ) conduit a 467 mg (rdt : 98 %) de dihydro-1,6 
pyrimidine correspondante. 

20 Exemple 12 

Hvdroxyde de l-methyl-2-veratrylamino-5-methoxycarbonyl-pyrimidinium 

Un melange de 2,62 g (8,6 mmol) de 2-veratryl amino-5-methoxy- 
carbonyl-pyrimidine et de 3,28 ml (4 eq) de sulfate dimethylique dans 60 ml 
de THF anhydre est porte au reflux pendant quarante huit heures. Le milieu 
25 est extrait avec de l'acetate d'ethyle et de l ! eau. La purification sur gel de 
silice (eluant : MeOH 3 % / CH 2 C1 2 / NH3 en solution aqueuse a 33 % 5,5 
ml/100) de l'huile resultant de Tevaporation des phases aqueuses conduit a 
2,2 g de sel (rdt : 76 %). 

30 Exemple 13 

Sulfate de l-methvl-2-veratrylamino-5-methoxycarbonyl-p yrimidinium 

A 400 mg d'hydroxyde de l-methyl-2-veratrylamino-5-methoxy- 
carbonyl-pyrimidinium dissous dans 15 ml de tetrahydrofurane anhydre, on 
additionne 85 pi (1,1 eq ; 1,31 mmol) d'acide methane sulfonique. Le 
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melange est agite sous argon, a temperature ambiante pendant une heure. 
Le precipite est filtre, rince avec du tetrahydrofurane et de l'ether, puis 
seche. (poids : *90 mg - Rdt : 96 %). 

5 Exemple 1* 

MPthanesulfonate d *» veratrylguanidine 

A une suspension de veratrylguanidine (25 g ; 0,119 mol) dans 2*0 
ml de methanol on introduit (7,8 ml ; 0,120 mol) d'acide methane 
sulfonique. Le melange est agite a temperature ambiante pendant une 
10 heure. Le methanol est evapore sous vide, 1'huile obtenue est precipitee par 
agitation pendant 15 min dans le tetrahydrofurane. Le solide blanc est 
filtre, rince avec du tetrahydrofurane et de l'ether puis seche sous vide. 
30 g de methanesulfonate de veratrylguanidine sont obtenus avec un 
rendement de 82 %. 

15 

Exemple 15 

i-m^th v l-2-isoDropylamino-»-ca rboxv-imidazole 

Un melange de i-methyl-2-isopropylamino-4,5-dicarboxy-imidazole 

(910 mg 5 * mmol) et de 20 ml de N,N dimethylacetamide est chauffe a 
20 180°C sous argon pendant trois heures. Le solvant est evapore sous pression 

reduite ; le residu repris avec le minimum d'ethanol est precipite avec du 

tetrahydrofurane. Les eaux meres sont concentrees jusqu'a precipitation. Le 

l-methyl-2-isopropylamino-* carboxyimidazole est obtenu avec un 

rendement de 88 96. 
25 (m = 650 mg). 

Point de fusion : 2*7°C. 

Exemple 16 

t-meth yl-2-isoproPYl-»-methox yrarbonYl-imidazole 
30 400 mg de l-methyl-2-isopropylamino-4 carboxy-imidazole sont 

solubiiises dans 25 ml de methanol anhydre. La solution est refroidie a 0"C, 
saturee en acide chlorhydrique, puis portee au reflux durant douze heures. 
Apres refroidissement l'exces d'acide .est chasse par un courant d'argon. Le 
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milieu est neutralise par addition de carbonate de sodium et evapore. Le 
residu repris avec de Teau est extrait avec du dichloromethane. Les phases 
organiques sechees sur sulfate de sodium, evaporees conduisent a un residu 
qui est lave avec de Tether puis seche sous vide. 
5 m = 384 mg ; Rdt : 89 %. 
Point de fusion : 198°C. 

Exemple 17 

2-isopropylamino-»-oxo-5*ethoxycarbonyl-5-hydroxy-^" im ^ da20 ^ ne 
10 5,72 g (0,0191 mol) d'hydrogenosulfate de Tisopropylguanidine 

sont dessalifies par une solution methanolique (20 ml) de soude (0,038 moJ ; 
1,53 g) a temperature ambiante sous argon pendant une heure. Le precipite 
resultant est filtre ; le filtrat evapore. L'isopropylguanidine est reprise 
avec de Tethanol et de nouveau filtree. Le filtrat ethanolique est 
15 concentre. 

3,85 g (0,0382 mol) d'isopropylguanidine et de 10 g de diethyl- 
acetomalonate dans 150 ml d'ethanol sont chauffes pendant 10 heures a 
50°G. L'evaporation de Tethanol conduit a un residu qui est purifie par 
flash-chromatographie sur gel de silice 60 (eluant : MeOH 15 / CH 2 C1 2 ) 
20 (m = 7 g ; rdt : 80 %). Le compose existe sous deux formes en equilibre A et 
B. 

Exemple 18 

2-amino-4-(l l ,2 > > 3 l -trihydroxybutanoyl)-4-hvdroxy-5-oxo-imidazoline 
25 Un melange de L-acide ascorbique (0,314 mol ; 55,4 g) et de 

p-benzoquinone dans 470 ml d'ethanol est agite dans le noir sous argon 
pendant 90 min ; puis une solution ethanolique (100 ml) de guanidine (0,157 
mol) (prealablement dessalifiee avec de la soude dans Tethanol) est alors 
ajoutee. Le milieu est agite a temperature ambiante sous argon dans le 
30 noir durant 6 h. Le precipite qui se forme est filtre, lave avec de Tethanol 
et seche sous vide, (m = 30 g ; rdt = 100 %). 
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Exemple 19 

2-amino-MlV2\3 t -trihydroxybutanoyl)^5-oxo-imidazole 

Une solution de 2 g de compose de i'exemple 18 brut (8,23 mmol) 
solubiiises dans 80 ml d'ethanol anhydre est portee au reflux pendant une 
5 heure. Apres evaporation et purification sur gel de silice (eluant : MeOH 
35 % / H 2 0 5 % / CH 2 Ci 2 puis MeOH 40 % / H 2 0 5 % / CH 2 C1 2 ) 400 mg 
sont obtenus avec un rendement de 22 %. 

On a egalement obenu selon une technique connue l'isopropyl- 
guanidine (exemple 20), l'isaxonine (exemple 21), le chlorure d'isopropyl 
10 guanidine (exemple 22). 

Essais biologiques 

A - Effet sur la poussee neuritique des ganglions spinaux 

15 

Mode experimental : 

On met en culture des ganglions preleves sur des rats nouveaux 
nes dans des plaques de 96 puits a fond plat dans un milieu DMEM (Gibco) 
auquei sont ajoutes 5 % de serum fetal de veau (FCS) et 10 mM d f Ara-C 
20 (Cytosine-£>~D— arabinof uranoside). 

Apres un jour, on ajoute les differents composes a tester et des 

solutions temoins. 

Deux jours apres, on arrete la culture et on photographie des 
expiants a faible grossissement au microscope a contraste de phase, ou en 
25 microscopie classique apres coloration par ie bleu de toluidine apres 
fixation par des melanges d'aldehydes. Sont pris en compte dans les 
evaluations le diametre moyen d ! extension des faisceaux neuritiques, leurs 
ramifications, leur association avec les cellules gliales et les morts 
cellulaires. 
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Composes testes : 

Les composes 1 a 8, 1ft, 18 et 21 ont ete testes a trois 
concentrations differentes : 10- 5 , 10" 6 et 10" 7 M en presence ou en absence 
de 50 Ul/ml de NGF (sigle anglo-saxon pour designer le facteur de 
5 croissance nerveux). Les experiences en presence de NGF avaient pour but, 
d'une part la comparaison avec les produits testes, d'autre part l'obser- 
vation d'une eventuelle modification de l'effet NGF (mort cellulaire, 
induction de ramifications neuritiques). 

Sans additif autre que le PBS, qui est utilise pour solubiliser les 
10 divers composes, on observe la presence de rares prolongements courts et 
d'un nombre assez important de cellules mortes. En presence du temoin 
NGF, on note de nombreux prolongements fins et allonges peu ramifies. 

L'effet des differents produits est evalue par comparaison avec le 
temoin de reference : produit seul par rapport au PBS, d'une part, produit + 
15 NGF par rapport au NGF, d'autre part. Par ailleurs, l'effet positif d'un 
produit utilise seul est compare a celui du NGF. 

Le compose de Pexemple 3 en presence de NGF provoque une 
modification importante des neurites ; ceux-ci sont plus longs et surtout 
presentent une arborisation importante avec de nombreuses cellules 
20 accolees aux prolongements. Le compose de l'exemple 1ft en presence de 
NGF provoque un allongement des neurites (le double environ des cultures 
en presence de NGF seul). II y a egalement un effet favorisant la 
reticulation des neurites (neurites moins nombreux de diametre plus grand). 

Les composes 3 et 1ft employes seuls accentuent la poussee 
25 neuritique par rapport au temoin PBS. L'aspect morphologique des 
prolongements est identique a ceux du NGF et l'efficacite semble similaire 
a celle de ce facteur de croissance. 

Le compose de l'exemple 5 utilise seul a faible concentration ou 
en presence de NGF (10~ 7 M) presente un effet positif avec augmentation 
30 du nombre de prolongements. 

Les composes des exempies 7 et 22 presentent un effet positif 
mis en evidence seul ou en synergie avec le NGF et caracterise par une 
augmentation de la longueur des neurites. 
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Avec les exemples 2, 6 et 21, on remarque la presence d'un plus 
grand nombre de prolongements sans augmentation de leur longueur. 

ft - Effet sur les neurones et les cellules g liales de poulet et de rat 

en culture primaire 

Les composes des exemples 1* et 21 ont ete testes sur la survie 
et la croissance des neurites de neurones des systemes nerveux central et 
peripherique en culture primaire, ainsi que sur la proliferation et la 
modification morphologique des astrocytes. 

Mode experimental : 



1. Neurones de cerveau d'embryon de rat de 1* jours 

Les neurones sont dissocies a partir d'hemispheres cerebraux et 
15 sont cultives sur polylysine dans des boTtes de Petri en presence de milieu 
nutritif sans serum chimiquement defini. 

2. Neurones de ganglions spinaux et ciliaires d'embryon de poulet de 
g jours 

20 Les neurones dissocies sont cultives sur polyornithine dans un 

milieu nutritif contenant 20 % de serum de veau foetal. 

3. Astrocytes de cerveau de rat nouveau-ne 

Les cellules dissociees sont cultivees directement sur la surface 
25 du plastique de la bolte de Petri en milieu defini. 

-k 

Les composes 1* et 21 ont ete ajoutes aux concentrations de 10 
a 10" 8 M des la mise en culture et a chaque changement de milieu. 

Sur les neurones isoles en culture pure, le compose 21 stimuie la 
30 croissance neuritique des neurones du systeme nerveux central et le 
compose 1* favorise la survie et la croissance neuritique des neurones des 
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ganglions spinaux (systeme nerveux peripherique). De plus, le compose 14 
' n'a pas d'effet toxique sur les cellules de soutien (astrocytes). Ces 
composes, susceptibles de reguler la survie neuronale et la croissance 
neuritique, constituent une voie therapeutique dans les neuropathies et 
5 myophathies. 



C - Effet neurotrophique dans 1'axe neuromusculaire 

Les composes 1, 3, 14 ont ete testes in vivo sur la regeneration 
des axones et leur remyelinisation chez la souris Trembler, modele animal 
10 de la neuropathie de Charcot-Marie-Tooth chez l'homme. 

Les composes 1 en injection sous-cutanee (100 mg/kg) et 14 en 
injection intraperitoneal (50 mg/kg) favorisent le "sprouting" axonal 
intranerveux (+ 25 % et + 20 %) et ils accelerent la demyelinisation qui 
caracterise la mutation Trembler (- 25 %). 
15 Le compose 3 favorise egalement la demyelinisation. Apres 40 

jours d'injections quotidiennes, 22 % seulement des fibres nerveuses sont 
myelinisees, au lieu de 32 % chez les temoins. 

Les composes 1, 3, 7 et 14 ont ete essayes in vitro a 10' 3 M, 10" 
M et 10" 7 M dans les cultures suivantes : 
20 1) cellules de la moelle epiniere d'embryons de rats ages de 14 

jours ; 

2) myoblastes de souris normales et Mdx, modele animal proche 
de la myopathic de Duchenne chez l'homme 

3) co-cultures de myoblastes (embryons de rats de 19 jours) et de 
25 neurones (embryons de rats de 14 jours) et 

4) cellules 3T3, lignee fibroblastique. 

Les composes 1, 3, 14 favorisent la formation d ! amas cellulaires, 
^emergence et la pousse des neurites. Le compose 14 est le plus act if des 
trois. 

30 Dans les co-cultures neurones-muscles, les composes 3 et 14 

favorisent la pousse neuritique et leur ramification. 
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Dans les cocultures, les jonctions neuromuscuiaires (synapses) 
sont detectees par la co-localisation de 1'acetyl-cholinesterase et des 
recepteurs de ^acetylcholine. 

Le compose 7 augmente le nombre de synapses de 60 % a 

5 10" 3 M. 

L'acroissement du nombre de synapses formees sous 1'mfluence 
du compose 7 est dose-dependante. 
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REVEND1CATIONS 



1. Composes de formule 



N £ 



R 3 



dans laquelle : 

Rjj est un radical isopropyle, benzyle eventuellement substitue par un ou 
plusieurs radicaux (Cj-C^) alcoxy ou un radical : 



COOH 

R 2 , R 3 et efnsemble avec les atomes d'azote auxquels ils sont attaches 
20 et 1'atome de carbone auquel lesdits atomes d'azote sont rattaches forment 
un cycle pyrimidine de formule II ou pyrimidinium de formule Ha : 



25 




30 n = 0, 1, 2, 

R^ est un radical (Cj-C^) alkyle, (C ? -C 9 ) araikyle, phenyle ou un atome 
d'hydrogene, 
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R g est un radical (C^) alkyie, (Cy-C,) aralkyle et en general COOR g 

peut etre un groupe protecteur des amines, 

R 5 est un radical hydroxy, (C^C^) alcoxy, amino 

X" est un cation pharmacologiquement acceptable, 

ou R 3 , R^ sont i'atome d'hydrogene, 

ou R 2 , R 3 , R ft ensemble forment avec les atomes d'azote auxquels ils sont 
rattaches et I'atome de carbone auxquels iesdits atomes d'azote sont 
rattaches un cycle imidazole de formule : 



10 y<Z — R 



III 




ou 1,6-dihydropyrimidine de formule 




IV 



R, ayant l'une des significations de R 5> 
25 ou R r R 3 ensemble forment avec les atomes d'azote auxquels ils sont 
rattaches et I'atome de carbone auxquels Iesdits atomes d'azote sont 
rattaches un cycle de formule : 
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R 7 etant un radical (Cj-C^) alkoxy ou 1-glyceryl avec dans ce dernier cas 
Rj qui peut correspondre a l'atome d'hydrogene, 
et les sels pharmacologiquement acceptables de ces composes 
a ^exception de la veratrylguanidine et de l'hemisulfate de celle-ci. 
5 2. Composes selon la revendication 1, caracterises en ce que Rj 

est un radical isopropyle ou di- ou tri- methoxybenzyle ou le radical : 

10 COOH 

3. Composes selon la revendication 1, caracterises en ce que R^ 
est un radical methyle, ethyle, n-propyie ou benzyle. 

4. Composes selon Tune des revendications precedentes, 
15 caracterises en ce qu ! ils sont choisis parmi les lactate, fumarate, 

chlorhydrate, maleate, malate, cetoglutarate, glutarate, phenoxyacetate, 
sulfonate, picrate, tartrate, methane sulfonate de veratrylguanidine. 

5. Composes de formule (I) selon Tune des revendications 1 a 4, 
pour leur application en tant que substance therapeutiquement active. 

20 6. Composition pharmaceutique contenant au moins un compose 

selon la revendication 5, et un support inerte pharmacologiquement 
acceptable. 

7. Utilisation du veratrylguanidine ou rhemisulfate de celui-ci 
pour la fabrication d'un medicament utile dans le traitement de la 

25 myopathic 

8. Precede de preparation des composes de formule (I) selon I'une 
des revendications 1 a <f, dans laquelle R 2 , R 3 et R^ ensemble avec les 
atomes d'azote auxquels ils sont attaches et Tatome de carbone auquels 
lesdits atomes d'azote sont rattaches forment un cycle pyrimidine de 

30 formule II, consistant a mettre en contact un sel acide de guanidine (par 
exemple I'hydrogenosulfate) de formule : 
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avec un (Cj-C^) alkoxymalonaldehyde de formule : 



io ^ ^ CH0 VI 

RO 



H 



en presence d'un accepteur d'acide (comme une amine secondare telle que 
15 la pyrrolidine) et eventuellement d'un solvant polaire protique tel que le 
methanol, les composes obtenus pouvant etre eventuellement hydrolyses et 
eventuellement transforms en carboxamide et/ou eventuellement en 
i-alkylpyrimidinium de formule Ha par action d'un sulfate de dialkyle. 

9. Procede de preparation des composes de formule (I) selon l'une 
20 des revendications 1 a *, dans laquelle R 2 , R 3 , R ft ensemble forment avec 
les atomes d'azote auxquels ils sont rattaches et 1'atome de carbone 
auxquels lesdits atomes d'azote sont rattaches un cycle 1,6-dihydropyn- 
midine de formule IV consistant dans le cas ou R< est un atome 
d'hydrogene a mettre en contact I'hydroxyde de pyrimidinium obtenu a la 
25 revendication 7 avec un agent reducteur comme le tetraborohydrure de 
sodium. 

10 Procede de preparation des composes de formule (I) dans 
laquelle R„ R, et R, ensemble forment avec les atomes d'azote auxquels 
ils sont nLches et 1'atome de carbone auxquels lesdits atomes d'azote 
sont rattaches un cycle imidazole de formule III, caracterise en ce qu'.l 
consiste a decarboxyler pameliement les 4,5-dicarboxy imidazole par 
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chauffage eventuellement en presence d'un solvant polaire comme le 
N,N-dimethylacetamide et dans le cas ou R^ est l'atome d'hydrogene, 
caracterise en ce qu f iJ consiste a deshydrater un compose de formule (I) 
dans laquelle R 2 , R 3 , forment avec les atomes d'azote auxquels ils sont 
5 rattaches et Tatome de carbone auxquels lesdits atomes d ! azote sont 
rattaches un cycle de formule V. 
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